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研究成果の概要（和文）：ヒストンデアセチラーゼ6（HDAC6）は細胞質内のタンパク質の脱アセチル化を担う酵
素であるが、近年の病理学的な研究から、タンパク質の異常凝集を特徴とする神経変性疾患（プロテイノパチ
ー）の発症に関与していることが示唆された。本研究ではプロテイノパチー研究のための、陽電子断層撮像装置
（PET）用HDAC6イメージングプローブの開発を目的とした。結果、2種類の放射性同位元素標識プローブを合成
できた。一方で生物学的評価の結果から、これら化合物は脳内移行性が低いことが明らかとなり、血液脳関門透
過性を改善する構造最適化の必要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Histone deacetylases (HDACs) are enzymes responsible for lysine 
deacetylation of histones. In particular, HDAC6 is a unique enzyme that is mainly found in the 
cytosol and regulates deacetylation of cytosolic proteins including α-tubulin and tau protein. 
HDAC6 has been implicated in neurodegeneration with abnormal protein accumulation in the brain. 
Thus, research into the role of HDAC6 with in vivo imaging will facilitate development of drugs 
targeting HDAC6. Our goal was to develop radiolabeled probes for positron emission tomography (PET) 
imaging of HDAC6. Two radiolabeled Tubastatin A derivatives were successfully synthesized. However, 
biological evaluations suggested that brain uptake of these probes were poor. Structural 
optimization which improves the blood-brain barrier permeability is needed. 

研究分野：放射性医薬品科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 認知機能障害や運動障害を呈する神経変
性疾患の分類は多様であるが、その多くで脳
内におけるタンパク質凝集体の異常集積が
認められる。そのような疾患はプロテイノパ
チーと総称され、例えばアルツハイマー病で
はアミロイドβとタウタンパク質、パーキン
ソン病ではαシヌクレイン、筋萎縮性側索硬
化症では TDP-43などがそれぞれ蓄積し、各
疾患を病理学的に特徴づけている。タンパク
質病変は臨床症状が現れる前から蓄積し始
めることが知られており、従って蓄積を非侵
襲的に検出できる技術は、各疾患の研究や診
断に応用できると言える。 
 
 このような観点から陽電子断層撮像法
（positron emission tomography: PET）と
放射性プローブを使用し、タンパク質病変を
イメージングしようとする研究が盛んに展
開されてきた。現状としては、十年以上前か
ら開発が進んでいるアルツハイマー病のア
ミロイドβやタウのプローブについては多
くの臨床研究が行われている一方で、αシヌ
クレインのイメージングプローブ開発は遅
れている。 
 
 当研究グループはαシヌクレイン病変を
イメージングするための標的として、ヒスト
ンデアセチラーゼ 6（histone deacetylase 6: 
HDAC6）に着目した。HDAC6 は染色体を
構成するヒストンの脱アセチル化を担う酵
素ファミリーの一員ではあるが、主に細胞質
に局在し、α-チューブリンやタウタンパク質
をその基質としている。またHDAC6の特徴
として、ユビキチン結合ドメインを有してお
り、ユビキチン化されたタンパク質を分解が
行われるアグリソームに移送する機能も有
している。近年の病理学的な研究から
HDAC6 はユビキチン陽性であるαシヌクレ
イン病変と共局在することが明らかとなっ
ており、従ってHDAC6プローブは、間接的
なαシヌクレイン病変のイメージングに使
用できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では PET 用 HDAC6 イメージング
プローブの開発を目的とする。HDAC6 プロ
ーブはαシヌクレイン病変の間接的なイメ
ージングに使用できる可能性があり、将来的
なプロテイノパチー研究への応用が期待で
きる。 
 
３．研究の方法 
 
（１）候補化合物と標識前駆体の合成 
 本研究ではHDAC6プローブの基本骨格と
して、Butlerらが報告したHDAC6選択的阻
害剤であるツバスタチン Aを選択した。ツバ

スタチン A はヒドロキサム酸を有するカル
ボリン類縁体であり、HDAC6 に対する親和
性は IC50値で 15 nMであり、他のHDACに
対する IC50値は 850 nM以上である（Butler 
et al., J Am Chem Soc, 2010;132:10842）。放
射性核種標識誘導体としては、炭素 11 標識
体（[11C]1）とフッ素 18標識体（[18F]2）の
2種類を設計した。炭素 11標識体はピリジン
窒素にメチル基を導入し、標識前駆体として
は脱メチル化体を合成した。フッ素 18 標識
体は同位置にフルオロエチル基を導入し、標
識前駆体としてはトシル化体を合成した。 
 
（２）放射性標識合成 
 
 [11C]1は脱メチル化前駆体を、DMSO中で
11CH3Iまたは 11CH3OTfと反応させることで
標識合成した（図 1）。フッ素 18の放射性半
減期は炭素 11 に比べて長く、標識合成にか
かる時間を比較的長くとることが出来る。そ
こで[18F]2 の標識合成は、フッ素化とヒドロ
キサム酸化から構成されるワンポット二段
階反応により行うこととした（図 2）。まずト
シル化前駆体をアセトニトリル中、
[18F]TBAFと 90℃で 15分間反応させ、18F-
フッ素化した。続いて溶媒を加熱により乾固
し、反応容器を室温に冷却してから 50% 
NH2OH水溶液と2 N NaOHメタノール溶液
を添加し、同温で 10 分間攪拌してヒドロキ
サム酸化を行った。目的物は分取HPLCを使
用して精製した。目的物を含むフラクション
は移動相を減圧留去し、生理食塩水に再溶解
させることで続く生物学的評価に使用した。 

図 1．[11C]1標識合成 
 

図 2．[18F]2標識合成 
 
（３）HDAC結合性評価 
 合成した化合物 1と 2の HDAC結合性に
ついては、酵素活性測定キットを使用し、IC50

値を求めることで評価した。 
 
（４）マウスにおける体内分布試験 
 体内分布試験ではマウス（ddY、雄、8 週
齢）に標識体生理食塩水溶液（[11C]1: 4.7 
MBq; [18F]2: 0.8 MBq）を尾静脈投与し、投
与後 60 分までの各タイムポイントで頸椎脱
臼により安楽死させ、脳や血液、肝臓などの
組織を採取した。各組織については放射能と
重量を測定し、%投与量/組織重量 (%ID/g)を
算出した。 



 
（５）マウスにおける代謝解析試験 
 マウスに[18F]2生理食塩水溶液（37 MBq）
を尾静脈投与し、投与 15分後と 30分後に頸
椎脱臼により安楽死させ、血液を採取した。
血漿を調製後、アセトニトリルによる抽出を
行い、HPLCを使用して放射性の未変化体や
代謝物の存在比率を求めた。 
 
４．研究成果 
 
（１）放射性標識合成 
 [11C]1 の標識合成について、反応条件とし
てまずは先行研究（Lu et al., J Labelled 
Comp Radiopharm, 2013;56:S319）に則り、
水酸化カリウム存在下、11CH3I と 80℃で 5
分間反応させた。目的物を分取HPLCにより
精製した結果、放射化学的収率は 14%（減衰
補正後、反応バイアルにトラップされた放射
能を基準とした）であった（n = 2）。同様な
加熱条件で、11CH3OTf を使用したところ、
11CH3I を使用した場合と同程度の放射化学
的収率（11%）で[11C]1が得られた（n = 2）。
一方で 11CH3OTfを使用し、加熱反応なしで
11C-メチル化反応を行ったところ、加熱条件
下と同程度の放射化学的収率（16%, n = 3）
が得られることが明らかとなった。 
 [18F]2 の標識合成について、使用した
[18F]TBAF を基準とした放射化学的収率は
17%（減衰補正後, n = 4）であった。 
 
（２）HDAC結合性評価 
 HDAC6活性に対する 1と 2の IC50値はそ
れぞれ 30.4 nM、33.1 nMであったのに対し、
HDAC ファミリーの代表例である HDAC1
に対してはそれぞれ 904 nM、996 nMであ
った（図 3）。結果として先述の Kalinらによ
る先行研究と同様に、1と 2はHDAC6に対
して高い選択性を維持していることが示唆
された。 

図 3．HDAC活性阻害曲線 
 
（３）マウスにおける体内分布試験 
 体内分布試験の結果、両化合物とも同様な
体内動態を示した（図 4）。代謝臓器における
動態について、肝臓、腎臓では投与直後に高
い取り込み量を示し、その後時間とともに排
出されたことから、各標識体は胆汁排泄と腎
排泄の両経路により排泄されることが示唆

された。[18F]2 を投与したマウスでは、骨に
おける放射能集積の増加は認められなかっ
たことから、[18F]2 は生体内脱フッ素代謝を
受けにくいことが示唆された。一方脳内動態
に関して、脳内取り込み量は投与後 60 分間
を通して 1% ID/g以下であったことから、い
ずれの標識体も血液脳関門透過性に乏しい
ということが明らかとなった。 

図 4．マウスの主要臓器における時間放射能
曲線 
 
（４）マウスにおける代謝解析試験 
 [18F]2 については、マウスの血漿中におけ
る代謝安定性を評価した。血漿中の全放射能
に対する未変化体由来の放射能の比率を算
出した結果、投与後 15分後では 76 ± 3%、
投与後 30分後では 70 ± 12%であった。放射
性代謝物として、未変化体よりも高極性な代
謝物が 2種類認められた（図 5）。 

図 5．[18F]2の血漿中放射性代謝物の HPLC
解析結果 
 
（５）総括 
 本研究により、2種類の放射性標識HDAC6
プローブの候補を合成することが出来た。合
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成した化合物の生物学的評価の結果、HDAC
選択性や代謝安定性については良好な結果
が得られたが、脳内移行性が低いことが課題
として明らかとなった。本研究の最終的な目
標である脳内HDAC6イメージングの実現に
向けて、今後は構造最適化により血液脳関門
透過性を向上させたプローブの開発に取り
組みたい。 
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